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Description 

La pr6sente invention, qui resulte des travaux effectu6s en collaboration avec le Professeur J. M. LEHN 
et son equipe de recherche de l'unlverslte Louis Pasteur de Sb'asbourg, conceme le domalne de la fluores-

s cence et plus particulierement une nouvelle famille de complexes macropolycycliques de terres rares ou cryp­
tates de terres rares, qui conviennent comme marqueurs fluorescents, notamment dans les dosages 
immunologiques. 

Dans la demande de brevet EP-A-0180492 sontdecrits des complexes macropolycycliques de terres rares 
qui sont constitues d'au moins un sel de terre rare complexe par un compose macropolycyclique de formule 

10 generale : 

15 

20 

I 

dans laquelle Z est un atome ayant 3 ou 4 valences, R est rlen ou repr6sente l'hydrogt\ne, le groupe hydroxy, 
un groupe amino ou un radical hydrocarbone, les radlcaux bivalents sont ®· ®et @sont independamment 
l'un de l'aulre des chafnes hydrocarbonees qui contiennent eventuellement un ou plusieurs heteroatomes et 

25 sonteventuellement interrompues parun heteromacrocycle, au molns l'un des radicaux ®· ®et@comportant 
de plus au molns un motif moleculaire ou etant essentlellement constitue par un motif mol6culaire, ledit motif 
moleculaire possedant une energie de triplet superieure a celle du nlveau emissif de l'ion de terre rare 
complexe. 

Ces cryptates conviennent notamment a titre de marqueurs de produits blologlques dans les m6thodes 
\.._..; so de d6tection et de determination immunologique par fluorescence. 

Lorsque ces cryptates de terres rares sont utilis6s pour marquer speclfiquement des mol6cules biologiques 
a l'alde d'une liaison covalente, ils peuvent Atre substitues sur l'un ou plusieurs de leurs motifs mol6culaires 
constitutifs par un ou plusleurs substituants suffisamment accessibles et possedant un ou plusieurs motifs 
mol6culaires permettant le couplage covalent avec la mol6cule biologique dans des conditions operatoires 

35 compatibles avec sa r6actlvit6 biologique. 
Parmi ces motifs mol6culalres, on peut citer, a titre d'exemples non limitatlfs, les radicaux alkylamino, ary­

lamino, isothiocyano, cyano, lsocyano, thlocyano, carboxyle, hydroxyle, mercapto, phenol, lmidazole, ald6-
hyde, epoxyde, halogenure, thionyle, sulfonyle, nitrobenzoyle, carbonyle, triazo, succinimido, anhydride, 
halogenoac6tate, hydrazino, dihalogenotriazlnyle, etc. (Biol. Chem. 245, 3059 (1970)). La longueur du bras 

40 liant le cryptate a la mol6cule d'lnterAt blologlque peut varier par exemple de 1 a 20 atomes et contenir des 
atomes de carbone mais aussl des hetllroatomes tels que N, 0, S, P. 

On a maintenant trouv6 deux families de cryptates de terres rares fonctionnalls6s qui peuvent Atre utilises 
comme marqueurs fluorescents de molecules biologiques. 

L'invention conceme egalement les proc8des pour l'obtention de ces cryptates ainsi que les composes 
45 lntermediaires de synthne. 

50 

Enfin, elle conceme aussi l'appllcatlon de ces cryptates de terres rares comma marqueurs fluorescents 
de substances biologlques. 

Les cryptates de terres rares f0nctlonnalis6s selon la pr6sente invention sont constitues d'au molns un sel 
de terre rare complexe par un compose macropolycyclique repondant a l'une des formulas I ou II ci-aprt\s : 
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Z-Y-NH-OC CO-NH·Y-Z 
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dans lesquels : 
- le cycle de fonnule 

35 ~ 
-N N-

'©/ 
40 est l'un des cycles suivants : 
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n=Oou 1 
50 macrocycle [N20.J ou cycle (22) 

macrocycle [N20a] ou cycle (21) 
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macrocycle bls-bipyridine 
\._) 20 - Yest un groupe ou un bras d'espacement qui est constitu6 par un radical organlque bivalent, choisl parml 

les groupes alkylene lln6alres ou ramifi6es en C1 #! C20, contenant 6ventuellement une ou plusieurs doubles 
liaisons et/ou 6tant 6ventuellement interrompus par un ou plusieura h6t6roatomes, tels que l'oxygene, 
l'azote, le soufre ou le phosphore, parml les groupes cycloalkylene en Ca-Ca ou parmi les groupes arylene 
en Ce #! C14, lesdits groupes alkylene, cycloalkylene ou arylene 6tant 6ventuellement substitu6s par des 

25 groupes alkyle, aryle ou sulfonate. 
- Z est un groups fonctlonnel susceptible de se lier de fa90n covalente avec une substance biologique ; 
- Rest un groupe mtHhyle ou represente le groupe -Y-Z ; 
- R' est l'hydrogene ou un groupe -COORn dans lequel Rn est un groupe alkyle en C1 a ~o et repr6sente 
de pr6f6rence le groupe m6thyle, 6thyle ou tertlobutyle ou bien R' est un groupe-CO-NH-Y-Z. 

I.._,. ao Dans la pr6sente description, on d6signe par •groupe fonctionnel susceptible de se lier de fa90n covalente 
avec une substance blologique• tout groupe fonctlonnel capable de se lier par liaison covalente, directement 
ou aprits activation, avec au moins l'une des fonctions ilaturellement presentes ou artificiellement introduites 
sur ladite substance blologique. De telles fonctions sont notamment les fonctions NH21 COOH, SH ou OH. De 
tels groupes ainsi que les proc6d6s d'actlvation sont d6crits en detail par P. TIJSSEN dans "Practice and 

35 Theory of Enzyme immunossays" Elsevier 1985,document incorpor6 dans la presents description a titre de 
r6f6rence. 

50 

A titre d'exemples de groupes fonctionnels appropries aux fins de !'invention, on peut clter notamment les 
groupes amino, thio, cyano, isocyano, lsothlocyano, thlocyano, carboxyle, hydroxyle, mal6imldo, succinimido, 
mercapto, ph6nol, imidazole, aldehyde, 6poxyde, halogenure, thionyle, sulfonyle, nitrobenzoyle, carbonyl, 
lriazo, anhydride, halog6noacetate, hydrazlno, acridine etc. 

Les groupes particulierement pr6f6r6s sont les groupes amino, thio et carboxy qui doivent Atre activ6s 
avant le couplage covalent avec la substance biologique ainsi que las groupes mal6imldo, succinimido et 
isothiocyanate, lesquels peuvent se lier directement avec la substance biologique. 

D'une maniere gen6rale, las cryptates salon !'Invention peuvent Atre obtenus solt : 
- par condensation du cycle 

avec une dihalogenom6thyl-6,6', blpyridine-2,2', dlsubstiluee en 4,4', substitution ulterieure par le groupe 
-NH-Y-Z ou le groupe -Y-Z et complexation du compose macropolycyclique obtenue par un sel de terre 

55 rare, ou 
- par condensation d'une mol6cule de diaminomethyl-6,6' bipyridine 2,2' disubstiluee en 4,4', avec deux 
mol6cules de dihalog6nomethyl-6,6' bipyridine 2,2' disubstitue en 4,4', substitution ulterieure parle groupe 
-NH-Y-Z ou le groupe-Y-Z et complexation du compos6 macropolycyclique obtenu par un sel de terre rare. 
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On notera que dans les procedes ci-dessus, la complexation par un sel de tene rare peut avoir lieu avant 
l'etape de substitution. Cette complexation est realisee de preference avant l'etape de substitution. 

Les differents proc6d6s d'obtention des cryptates selon !'invention vont Atre maintenant decrits en detail. 

5 PROCEDEA: 
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COOR1 Z-Y-NH-OC CO-NH-Y-z 

NHz YZ 

3 4 

oiJ X est un groupe halogeno et R1 est un groupe alkyle ayant de 1 a 10 atomes de carbone et represents de 
pr6f6rence le groupe methyle, ethyl& OU tertiobutyle. 

Selon ce procede, on condense le d6rlv6 halogene de bipyridlne 1 avec le macrocycle g. 
Cette reaction est avantageusernent realisee dans un solvant organique anhydre, tel que par example 

"' l'acetonitrile, en presence d'une base, telle qu'un carbonate d'ion alcalin, par example le carbonate de sodium 
ou le carbonate de lithium l la temperature de reflux du solvant. Le macrobicycle ~ obtenu est alors sous la 
fonne d'un cryptate de l'ion alcalin utilise par example sous la fonne d'un cryptate de sodium. 

On proc6de ensuite l l'aminolyse du compose macrobicyclique ~ par reaction de celui-cl avec une amine 
de fonnule H2N-Y-Z dans laquelle les groupes Yet Z sont tels que d6finls precedemment, le groupefonctionnel 

45 z ayant ete eventueJlement bloque par des rnoyens classlques. On opere avantageusement sous atmosphere 
d'azote et a la temperature ambiante. Lorsque la reaction est tennin6e, l'exc6s d'amine est elimlnee par des 
moyens appropries et le cryptate de formula ! est recupere selon des moyens classiques. 

Le compose ainsi obtenu est ensulte transfonne en un cryptate de terre rare par echange d'ions en chauf­
fant au reflux une solution du cryptate d'lon alcalin du macroblcycle ! dans du methanol, en presence even-

50 tuellement de chloroforrne, avec une solution d'un halogenure de terre rare dans du methanol. 
Comme indiqu6 prec6demment, le cryptate d'lon alcalin ~ peut Atre, prealablement l l'aminolyse, trans­

fonne en un cryptate de terre rare par 6change d'ions selon le mode operatoire decrit cl-dessus. 
Le compos6 macroblcycllque ~est un lntermedlaire-cle pour la synthese des cryptates de !'invention. Cet 

intennedlaire peut se presenter sous la forme d'un cryptate d'ion alcalin ou d'un cryptate de terre rare. II cons-
55 titue un autre objet de !'invention. Les interm6diaires particulierement prMeres aux fins de !'Invention sont les 

composes de formula ~ dans lesqueJs R1 est le groupe CH3, C2H6 ou t-C,.H9• 

Selon une variante de mise en oeuvre de ce proc6de, le cryptate d'ion alcalin peut Atre decomplexe en 
transformant d'abord celui-cl en le cryptate d'argent correspondent par action d'un exces de nitrate d'argent, 

5 
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puis en traltant ce demier par H2S [Helvetica Chimica Acta, vol. 67 (1984) 2264-2269). On obtient alors le 
compos6 macropolycyclique ~ sous la fonne du cryptand fibre qui constltue 6galement un lnterm6dialre de 
synthese, lequel peut Atre ensulte complex6, par des moyens classiques en un cryptate de terre rare. 

On notera que les cryptates de formules (I) ou (II) dans lesquelles Zest autre qu'un groupe amino peuvent 
5 Atre obtenus a partir des cryptates deformules {I) ou (II) dans lesquelles Zest le groupe amino par des proc6d6s 

classiques bien connus de l'homme de l'art. 
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PROCEDEB: 

R"OOC OOR .. 

+ 2 

s 6 

amino~yse 
) 

Z-Y-NH-oc 

8 

Selon ce proced6, on condense deux mol6cules du d6riv6 halog6n6 ~ avec une mol6cule du d6riv6 amln6 
§.. On opi!lre avantageusement dans les m!mes conditions que dans la premii!lre 6tape du proced6 A, c'est-i­
dire qua l'on nialise oette condensation dans un solvant organlque anhydre, tel que l'ac6tonitrlle en pnisence 
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d'une base telle qu'un carbonate d'ion alcalln, par exemple le carbonate de sodium ou le carbonate de lithium. 
On opere ill la temperature de reflux du solvent. On obtlent le compose macropolycycllque I qui est un inter­
rn6diaire-cle pour la synthase des cryptates selon !'invention et fait partie egalement du cadre de !'invention. 
Ce complexe macropolycyclique est sous la fonne d'un cryptate d'ion alcalln qui est avantageusement trans-

5 fonne en un cryptate de terre rare avant l'aminolyse selon le mode operatoire dMlni prilcedemment. Comme 
pour le procede A, le cryptate d'ion alcalin z peut Atre, selon une varlante de mise en oeuvre, decomplexe pour 
obtenir le compos6 macropolycyclique I correspondant ou cryptand libre, lequel est ensuite reoomplexe en un 
cryptate de terre rare. 

On proc6de ensuite ill l'aminolyse du compos6 I selon le mode op6ratoire definl pr6c6demment et on 
10 obtient le complexe macropolycyclique ~ c'est-ill-dlre un cryptate selon !'invention de formula I dans laquelle 

~-
-N N-

15 "'@/ 

est le macrocycle bisblpyridlne, Y, Z et R' sont tels que d6finis pr6c6demment. 
Le derive amine§. utills6 comme produit de depart dans le proc6d6 B est obtenu ill partir du derive halogen& 

20 1 par transfonnation de celui-ci en le compose azldo oorrespondant par reaction avec NaN3 au reflux dans un 
solvant organique, tel que le tetrahydrofuranne, puis r6duction du compose azldo alnsi obtenu en prilsence 
d'un catalyseur de rilduction, tel que le palladium sur charbon sous atmosphere d'hydrogene a la temperature 
ambiante. 

25 PROCEDE C: 

~ 
36 + NH NH 

"'@/ 

9 2 

R2 = H ou CH3• 

P.20 ZYO 

@ 45 

XYZ 
50 

~ -~ 
55 N"@/N N N 
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Seton ce mode op6ratoire, le d6riv6 halog6n6 de bipyrldine convenablement substitu6 i est d'abord 
condens6 avec le macrocycle ~- Cette reaction est avantageusement realis6e dans un solvant organique anhy­
dre, tel que par example l'acetonltrile, en pr6sence d'une base telle qu'un carbonate d'ion alcalin, par example 
le carbonate de sodium ou le carbonate de lithium. On obtlent alors le compos6 macropolycyclique 10 sous la 

s fonne d'un cryptate d'ion alcalln. On opllre de pr6f6rence a la temp6rature de reflux du solvant. 
On proc8de ensuite a la substitution du compose macropolycyclique 1 o en faisant r6agir ce compose 1 o 

avec un halog6nure de fonnule XYZ, Z et Y etant tels que d6flnis prec6demment et X etant un ion halogenure. 
Lorsque Z est un groupe cyano, celul-ci peut ttre transforme en un groupe amino par r6duction a l'alde 

d'agents classiques de r6ductlon. 
10 Le compose 11 obtenu est ensulte transfonne en un cryptate de terre rare par echange d'ions, par example 

selon le mode operatoire definl precedemment. Avantageusement, on dissout un halogenure de terre rare dans 
du methanol et on y ajoute une solution du cryptate de l'ion alcalln dans du methanol avec un faible volume 
de chlorofonne sinecessaire. On chauffe le m61ange au reflux sous atmosphere inerte et on suit la disparition 
du cryptate de l'ion alcalln par chromatographle sur couche mince. 

1s Selon une variante de mlse en oeuvre, le cryptate d'ion alcalin peut 6tre decomplex6 salon le mode op6-
ratoire d6flnl pr6c6demment (voir proc6de A) et transfonne en le cryptate de terre rare souhaite. 

Lorsque la reaction est tennin6e, le cryptate de terre rare est lsote du milieu r6actionnel selon des procedes 
classlques. II se presente sous la fonne d'un solide cristallin. 

Le deriv6 halogen6 de bipyridine i mis en oeuvre dans le mode operatoire cl-dessus peut Atreobtenu selon 
20 le proc6de represente par le schema r6actionnel ci-apr6s : 
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9 2 

Le dlm6thyl-6,6' dl(p-m6thoxyph6nyl)-4,4' bipyridine-2,2' de formula 12 peut Atre obtenu • partir du di(p­
m6thoxyphenyl)-1,6 hexaditne-1,5 dlone-3,4 selon la methode de Krahnke d6crite dans SYNTHESIS (1976), 
1. 

Le compos6 13 est obtenu par rlladion du compose 12 avec de l'acide m-chloroperbenzoique dans un 
40 solvent organique, tel que le chloroforme. 

Le d8riv6 14 est ensuite prllparll par chauffage au reflux d'une suspension du compose 13 dans de !'anhy­
dride ac6tique. 

Par chauffage au reflux d'une solution du compos6 14 avec un aclde halogenohydrique en solution aceti­
que, on obtient le compose ~ dans lequel ~ est H ou CH3, au molns l'un des radicaux R2 etant l'hydrogene. 

45 Le compos6 de formule ~est un interm6dlalre-cle pour l'obtentlon des compos6s de !'invention et constitue 
un autre objet de !'invention. 

Les compos6s selon !'Invention qui sont des cryptates stables de terres rares sont solubles dans l'eau et 
certains solvants organlques tels que le m6thanol ou le DMSO. 

Les compos6s de !'Invention sont utlles comme marqueurs fluorescents des produits biologiques et 
so conviennent done comme rllactifs de dosage dans les methodes de d6tedion et de determination immunolo­

glque par fluorescence, aussi blen dans les dosages dits par competition que ceux dits par excts. 

55 

L'lnventlon va Atre malntenant d6crite plus en d6tail dans les examples illustratifs ci-apres. 

EXEMPLE 1 - Cryptate de terre rare de [(22)(p-OCH3 p-OCH2~2.!'i!:!2 diPhbpy)] 

Formule II : R = CH3, Y = CH2CH2. Z = NH2 , 

10 
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est le macrocycle (22) (procecte C). 

A- Dimethyl-6,6' di(p-methoxyphenyl)-4,4' bipyridlne-2,2' (compose 12) 

Un m61ange de di(p-methoxyphenyl}-1,6 hexadllme-1,5 dione-3,4 (3,07 g, 9,5 mmol) prepare suivant la 
methode de Kr6hnke Synthesis (1976), 1, de chlorure de pyridinium-1 propane one-2 (3,27 g, 19,1 mmol) 
obtenu en melangeant des quantit6s equimolalres de pyridine et de chloro-1 acetone et d'acetate d'ammonium 
(19 g) dans 95,5 ml de CHaOH est chaufft\ •reflux 38 h sous azote. AplU retour du melange reactionnel 11 la 

1s temperature ambiante, le precipite de couleur creme forrne est filtre et lave au CH30H. Le produit brut est utilise 
sans purification suppl6mentaire. II peut Atre cristallise dans CH2Cl2'flexane. 

20 

Rendement : 70 % 
C.C.M. : R, = 0,5 (silice, CH2Cl2'CH30H, 95/5) 
S.M. 396 (M1, 381(M+-CH3),365 (M+·2CHt), 353 (M+-CH3 -CO), 338 {tK-2CHrC0), 198 (M+/2). 

B - Di (N-oxyde}-1, 1' dimethyl-6,6' di(p-methoxyphenyl)-4.4' blpyrldine-2,2' (Compose 13) 

Aune solution de 12 (3,45 g, 8,7 mmol) dans 800 ml de CHCla, on additionne goutte 11goutte,11 ooe, une 
solution d'aclde m-chloroperbenzoique (6 g, 34,8 mmol) dans 360 ml de CHCl3• On laisse une nuit sous agi-

25 tation a temperature amblante. Le m61ange est alors lave avec une solution saturee de NaHC03 jusqu'a un 
pH alcalin. La phese organlque est separee et concentree. L'ajout d'hexane provoque la pr8clpltation du 
compose. Le pr6ciplt6 est filtre puls redissous dans un m61ange CH2Cl2'CHaOH (90/1 O) et lave avec une solu­
tion de soude 2N. La phase organique, qui contient le compose j!, est separ6e et le solvant evapor6. Par ail­
leurs, le flltrat provenant de la pr6cipitation est egalement lave avec la solution de soude 2N, puis concentre 

so et chromatographllt sur une colonne d'alumine avec CH2Cl2 comme 81uant. 
Rendement : 80 % F > 25D°C 
C.C.M : R, = 0,5 (alumine, CH2Cl2'CH30H, 9515) 
S.M.: 429 (MH-,, 411 (M+-H20). 

ss c -Dlacetoxymethyl-6,6' di(p-methoxyphenyl)-4,4' blpyrldine-2,2' (compose 14) 

Une suspension de 13 (1,21g,2,82 mmol) dans 18 ml d'anhydrlde acetique est chaufft\e a reflux 1h30. 
La solution obtenue est concentree. On ajoute 5 ml de H20 et 20 ml de CH2Cl2 au resldu pAteux et on basifie 
le milieu avec une solution aqueuse satur6e de NaHC03• La phase organique est separee, la phase aqueuse 

""' est extraite deux fois avec 30 ml de CH2Cl2• La phase organique resultante est sechee sur Na2S04 et le solvent 
evapore. Le produit brut est chromatographie sur une colonne d'alumine avec CH2Cl2 comma 81uant. 

50 

Rendement: 90 % F = 140-141°C 
C.C.M. : Rt= 0,9 (alumina, CH2Cl2'CHaOH , 95/5) 
S.M. : 513 (MH'), 469 (M+-C(O)CH3), 453 (M+-CH3COOH), 256 (M+J2). 

D - Dibromomethyl-6,6' di(p-methoxyphenyl)-4,4' bipyridlne-2,2' (eompose 9a : ~ = CH~ 

dlbromomethyl-6,6' (p-methoxyphlmyl-4, p-hydroxyphenyl-4') blpyrldlne-2,2' (compose 9b : l'un des radi­
caux R2 = H, l'autre est CH3):_ 

Une solution de 14 (0,31 g, 0,60 mmol) dans 5 ml de HBr/AcOH 33 % est chauffee a reflux 12 a 13 h. On 
ajoute 20 ml de H~ et 60 ml de CHCl3 i la solution i temperature ambiante. On lave avec une solution saturee 
de NaHC03 jusqu'a la neutralisation. La phase organique est separee et la phase aqueuse extraite avec deux 
fois 20 ml de CH2Cl2• Le solvant est evapor6 de la phase organique resultante et le resldu chromatographie 

55 sur une colonne d'alumlne avec CH2Cl2, puis CH2Cl2'CH30H (95/5) comme eluanl 
Compose 9a ; R2 = CHa; 
Rendement : 16 % 
Decomposition: 210-215°C 

11 
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C.C.M. : R, > 0,9 (alumina, CH2CIJCH30H, 95/5) 
S.M. : 556,555,553 (MW), 556,554,552 (M+), 475,473 (M+-Br), 394 (M+-2Br) 
Compose 9b; l'un des~= H ; 
Rendement : 35 % 

s C.C.M. R, 0,4 (alumina, CH2Cl2'CH30H, 95/5) 
S.M.: 542,540,538 (M+), 461,459 (~-Br), 380 (M+·2Br); 

E - Cryptate de sodium de [(22)(p.OCH3 p-OH diPhbpy)] (compose 10) 

10 Un melange du macrocycte (22) (0,262 g, 1 mmol) et de Na~Oa (1,05 g, 10 mmol) dans 600 mt de CH3CN 
anhydre est chauff6 a\ reflux 30 min sous azote. On y ajoute alors une suspension du compose 9b (0,54 g, 1 
mmol) dans 450 mt de CH3CN anhydre. Le m61ange est chauffit 20 h a\ reflux sous azote. La solution obtenue 
est filtr6e a\ chaud et le solvent 6vapor6. Le produit brut est chromatographie sur alumina avec CH2Cl2/CH30H 
(95/5) comme eluant 

1s Rendement : 60-65 % 

20 

C.C.M. : R, = 0,6 (alumina, CH2CIJCHa0H, 90/10) 
S.M.: 663 (M+), 640 (M+·Na), 625 (M+-Na-CH3), 609 (M+-Na-OCH3), 595 (M+-Na-OCHa-OH). 

F - Cryptate de sodium de [(22)(p.OCH3 p.OCH2CN diPhbpy)] (composit 11a) : Z = CN ; Y = CH2 ; R = CH3• 

A une solution de cryptate de sodium du compose 10 (0,042 g, 0,066 mmol) dans un volume minimum de 
CH3CN, on ajoute un exc6s de NaH (en poudre) sous azote. On chauffe a\ reflux sous azote pendant 1 h. La 
solution est ramenee a\ tempitrature ambiante, avant !'addition de bromoacetonitrile (1,2 equivalent). Le 
mitlange est agitit a\ tempitrature ambiante, sous azote, toute ta nuit. On ajoute 20 ml de ~o et 10 ml de CH2Cl2• 

25 On neutralise le milieu par une solution saturite de NaHC03• La phase organique est separite et la phase 
aqueuse extraite deux fois avec 20 ml de CH2Cl2• La phase organique r6sultante est sechee sur Na2S04, puis 
les solvents sont itvepores. Le produit brut est chromatographlit sur une colonne d'alumine avec 
CH2Cl2'CH30H (9614) comme •1uant 
Rendement : 75 % 

30 C.C.M. R, = 0,5 (tache bleu-vlolet), (alumina, CH2Cl2'CH30H, 92,517,5) 

35 

S.M. : 702 (M+), 679 (M+-Na), 663 (M+-Na-H-CH ), 654 (MW-Na-CN), 640 (MW-Na-CH2CN). 

G - Cryptate de sodium de ({22)(p.OCH3 p-OCH2~NH2 diPhbpy)) (composit 11 b : Z = NH2 ; Y = -CHT 
CH:z) ; R = CHa) 

Aune suspension du 11 a (0,078 g, 0, 1 mmol) dans 8 ml de THF anhydre, on ajoute 2 ml de B2H8 (1 M dans 
THF) et 5 ml de THF supplementaire. On talsse sous agitation et a\ temperature amblante pendant une nuit. 
On ajoute 10 ml de CH30H et on agite 20 a\ 30 min. On evepore tes solvents. On ajoute au .Vsldu 20 ml d'un 
mitlange H20/HCI concentr6 (1/1). On observe un precipitit jaune et un ditgagement gazeux. La dissolution a 

40 lieu peu a\ peu. On evapore les solvents et on traite le residu obtenu par une solution aqueuse de NaOH (6N). 

46 

L'amine 11b est extraite par 25 ml de CH2Cl2• Rendement quantitatif. La formation du compose est mise en 
evidence par 1H-RMN. 

H - Reaction de complexation : Echange du sodium par un Ion Lns+ (Eu, Tb) 

On dissout LnCl3.xH20(0,1 mmol) dans 25 ml de CHaOH, et on y ajoute une solution de cryptate de sodium 
obtenu pr6c8demment (0,06 mmol) dans 4-8 mt de CHCl3 (volume minimum). On chauffe le melange a\ reflux 
sous atmosphn d'azote (6 heures a\ 4 jours selon le cryptate.de sodium consid6re). On suit la disparition du 
cryptate de sodium par C.C.M.(alumine, CH2Cl2'CH30H, 90/10). Lorsque la reaction est terminee, on filtre le 

50 melange reactionnel sl necessalre et en evapore les solvents. On redissout le r6sidu dans 15-20 ml de CH30H 
et on ajoute de l'ether jusqu'a\ persistence d'un trouble (5 ml a\ 25-30 ml). Le cryptate de terre rare formit cris­
tallise ou precipite tr6s rapldement ou aprils ptusieurs heures selon la nature du cryptate. La formation du cryp­
tate est mise en evidence par 1H-RMN et spectroscopie U.V. visible. 

En suivantce mode opitratolre, on a obtenu respectivement le cryptate d'europium et le cryptate de terbium 
55 de formule 11. tesquels pr6sentent les caractitristlques spectroscopiques ci-apres : 

Cryptate d'europium : UV/visible dans CHaOH 
280 nm maximum; 292 nm itpaulement; 320 nm maximum. 
Cryptate de terbium : UVMsible dans H20 
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282 nm; 310 nm 6paulement. 

EXEMPLE 2 : Cryptate de terre rare de [bpy.bpY.(P-0CH3 ~2~2 diPhbpy)] 

5 R = CHa ; Y = CHrCHr; Z = NH2 ; R' = H ; 

-A-
10 'if 

est le macrocycle bls-bipyridine (Proc6d6 C). 

15 A- Cryptate de sodium de [bpy.bpy.(p-PCH3 p-OH diPhbpy)) {compos610) 

Un melange de macrocycle bis-bipyridine (0.48 g, 1.21 mmol) et de Na2C03 (1, 16 g, 11 mmol) dans 480 
ml de CH3CN anhydre est chauffe 111 reflux 30 min sous azote. On y ajoute une suspension de dibromomethyl-
6,6' (p-methoxyphenyl-4, p-hydroxyphenyl-4') bipyridine-2,2' prepare prec6demment (voir exemple 1 point D) 

20 (0,65 g, 1,20 mmol) dans 340 ml de CH3CN. La solution resultante est chauffee 24 h a reflux, sous azote. Apres 
retour a la temp6rature amblante, le melange reactionnel est filtre et le solvant 6vapore. Le prodult brut est 
alors chromatographlll sur une colonne d'alumtne avec CH2Cl2'CH30H (9812) comme eluant. 
Rendement : 45 % 
C.C.M.: 

25 R, = 0,4 {alumina, CH2Cl2'CHaOH, 90/10) tache violette (254 nm), verte (366 nm) 
S.M.: . 

a) IC (NHa) : 795 (M'), 773 {MW-Na) 

b) FAB+ (thlogly<*ol) : 875 {MBt'), 795 (M+). 
30 Le cryptate de sodium obtenu a et6 transforme en le cryptate de terbium en sutvant le mode operatoire 

decrit 111 l'exemple 1 H. Ce cryptate presente las caract6ristiques spectroscopiques ci-apres : 
• UV/visible dans H20 : 

244 nm {maximum) ; 303 nm (maximum) 

35 • UV/visible dans CH30H ; 
244 nm {maximum) ; 301 nm {maximum); 318 nm (epaulement). 

B - Cryptate de sodium de [bpy.bpy.(P-0CH3 p-OCH2CN diPhbpy)) 

40 Aune solution de cryptate de sodium de 1 O (0,21 g, 0,24 mmol) dans 12 ml de CH2Cl2 et12 ml de CH30H, 
on ajoute une solution de NaOH dans CHaOH (1,5 equivalent dans 2 ml). Le melange est chauffll 1 h 30 sous 
azote, a reflux. Puis, apres retour 111 la temperature ambiante, le solvant est evapor6 ; l'eau fonnee au cours 
de la reaction est elimln6e par distillation azllotroplque avec du toluene. Le produit alnsi obtenu est seche toute 
une nuit a la pompe 111 palette. Le compose orange vif obtenu est mis en solution dans 35 ml de THF (la solution 

45 est trouble). Des l'ajout de bromoaclllonltrile (30 µ.I, 1,8 6qulvalent), la solution devlent limpide. On laisse r6agir 
111 temperature amblante en agltant sous azote toute la nuit. On ajoute 20 ml de H20 et environ 10 ml de CH2Cl2• 

On neutralise le milieu par une solution saturee de NaHCOa. La phase organique est s6par6e et la phase 
aqueuse extraite deux fois avec 20 ml de CH2Cl2• La phase organique resultante est sechee sur Na2S04, puis 
les solvants sont 6vapores. Le prodult brut est chromatographl6 sur une colonne d'alumine avec 

so CH2Cl2'CH30H (95/5) comme eluant. 
Rendement : 92 % 
S.M. : FAB+ 834 (M1. 

Le cryptate de sodium obtenu a et6 transfonne en le cryptate de terbium correspondant salon le mode opll­
ratoire decrit 111 l'exemple 1. Ce cryptate presente las caract6rlstiques spectroscopiques ci-apr6 : 

55 • UV/visible dans CH30H : 300 nm (maximum) ; 314 nm (epaulement). 

13 
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C - Cryptate de terre rare de [b~y.bpy.(p.OCH3 p.OC~CH2NH2 diPhbpy)) 

En op6rant selon le mode op6ratolre d6crit au point G de l'exemple 1, on obtient le cryptate de terre rare 
du compos6 ci-clessus. 

EXEMPLE 3 - Preparation du cryptate d'europium de [(bis-bpy) bpy-di(amido6thyJenamine)] (Proc6d6 A) 

Compos6 de fonnule I : Z = NH2; Y = -CHrC~; 

est le macrocycle bipyrldine et R' est l'hydrogllne. 

A - Pr6paration du cryptate de sodium de [(bis-bpy) bpy diester) 

\..._.;· 20 Compos6 de formula 1 dans laquelle R1 = CH3• 

Un m61ange de 0,300 g (7,61.1()-4 mole} du macrocycle bis-blpyridine et de 1,10 g (10,4.10"3 mole} de 
N~C03 est chauff6 au reflux pendant 30 min. dans 450 ml de CH3CN. Une solution de 0,350 g (7,64.1 ()-4 mole) 
de dibromom6thyl-6,6' (p-dim6thoxycarbonyJ-4,4'} bipyridine 2,2' (compos6 1 ; X = Br) dans 375 ml de CH3CN 

25 est ensulte ajout6e sous forte agitation en 60 min. Le m61ange r6actionnel est encore agit6 18 heures a reflux 
puis refroidl a temp6rature amblante et filtr6. Le solvant est 61imin6 sous vide a 1'6vaporateur rotatif. Le solide 
obtenu est dlssous dans CHCl3 et chromatographl6 sur colonne d'alumine (avec un peu de silice au sommet) 
par 61ution avec CHCla/CH30H (98/2). Les solvents sont 61imin6s sous vide et 0,230 g (38 %) du complexe 
attendu sont obtenus. Celui-ci pr6sente les caract6rlstiques physico-chimiques ci-apres : 

30 Fusion > 240°C 
1H-RMN (CD30D): 3,89 (S,8H, CHrbpy}, 3,98 (S,4H, CHrbpy diE); 4,03 (S,6H, COOCHa}; 7,42 (d, J = 7,4 
Hz, 4H-bpy}; 7,92 (t-J = 7,4 Hz, 4H-bpy); 7,96 (d, J = 1,2 Hz, 2H-bpydlE} 8,10 (d, J = 7,4 Hz, 4H- bpy}; 8,60 
(d, J = 1,2 Hz, 2H-bpy diE) (diE = diester} 
13C-RMN(CDC13): 52,9, 59,5, 119,7, 120,4, 123,4, 124,1, 138,2, 139,7, 155,2, 155,7, 158,3, 160,4, 164,9 

35 C40H34NaO~aBr 4H20 (865,71); 

Calcule CX) : c 55,49 ; H 4,89 ; N 12,94 ; 
Trouve CX> : c 55,44; H 4,33 ; N 13,10. 

B - Aminolyse du cryptate cl-dessus 

Le cryptate obtenu ci-dessus (0, 100 g ; 1,26.1 ()-4 mole) est soumis a une aminolyse en l'ajoutant par portion 
a 4 ml d'6thyJene diamine dlstill6e sur KOH pr6alablement chauff6e a 90°C. Le m61ange reactionnel obtenu 

45 est encore agit6 pendant 1 heure puis refroidi a la temp6rature amblante. L'6thylllne dlamine en exclls est 
ensuite elimin6e sous vide et on obtient une huile. Cette demiere est reprise dans 2 ml d'un m61ange de 
CHCla/CH30H (211) qui est a son tour 61imin6 sous vlde. La purification est r6p6t6e 5 fois et on obtient alors 
le complexe attendu avec un rendement de 89 %. 

so C - Transformation du cryptate ci-dessus en le cryptate d'europium correspondent 

En op6rant selon le mode op6ratoire d6crlt au point H de l'exemple 1, on a obtenu le cryptate d'europium 
de [(bis-bpy}(bpy-di(amido6thyJenamine))] qui pr6sente les caract6ristlques spectroscopiques ci-apres: 
UV/visible dans H20 

55 240 nm ; 303 nm (maxima) 
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EXEMPLE 4 - Pr6paratlon du cryptate d'europlum de [(bls-bpy) (bpy-di(amidoethlylenamine))] (Procede A) 

Compose de fonnule I : Z = NH2 ; Y = -CHrCH2- ; R' = H 

5 ~ 
-N N- I 

~ 
10 

est le macrocycle bipyridine 

A - Preparation du cryptate d'europlum de [(bls-bpy) (bpy diester)) 

15 Le cryptate de sodium obtenu au point A de l'exemple pr6cedent (0, 10 mmole) est dlssous dans 8 ml de 
CHCl3 et ajout6 a une solution de EuCl3, 6H20(0,15 mmole) dans 40 ml de CH30H. La solution est agit6e au 
reflux, sous azote, jusqu'a la disparition du cryptate de sodium (CCM, oxyde d'aluminum, eluant ; CH2Cl2, 
CH30H (90/10)). Le temps de reaction est de l'ordre de 48 heures. Le melange r6actionnel est refroidi a tem­
perature amblante etfiltr6 s'il presente un trouble. Les soJvants sont 611mlnes a l'evaporateur rotatlf et le resldu 

20 est redlssous dans 20-25 ml de C~H. De l'ether ethylique est ajoute goutte-8-goutte jusqu'a la persistance 
d'un frt\s 16ger trouble. Le cryptate d'europium cristallise ainsi a temperature ambiante. On elimine les solvants 
a la pipette et le cryptate est seche. Rendement : environ 40 % (premiere crystallisation). Le filtrat est concentr6 
I\ secet I' operation est rep6tee. 

Le produit obtenu presente les caracteristiques physloo-chimiques ci-apres : 
25 1 H-RMN (~ r6f = t-BuOH): 10,51 (2H, S, CH(bpy diE)), 8,66 (2H,S, CH-bpy dlE), 8,06 (4H, t, CH-bpy), 7,08 

(4H, d, CH-bpy), 6,74 (4H, d, CH-bpy), 4,66 (6H, S, OCH3), 0,9 (8H, S, CHrbpy),-0,78 (4H, S, CHrbpy dlE) 
C40H34Na04 EuCl3 NaCl, 9/2 H20 (1088,58) 

30 

35 

" cal cu le c 44,13 ; H 3,98 ; N 10,29 

" trouve . c 43,93 ; H 3,79 ; N 9,88 . 
c 44,06 ; H 3,70 ; N 10,03 

B - Aminol~e du cryptate d'Euroj:!ium 

Le cryptate d'europium obtenu ci-dessus (40 mg} est ajoute par portion a 40 ml d'ethylitne diamine prea­
lablement distill& sur KOH. La solution limpide est agitee 3 heures sous azote I\ temperature ambiante. L'ethy­
lene dlamine est ellminee sous vlde a l'evaporateur rotatlf. Le residu est repris dans quelques millilitres de 

40 CH2Cl2 / MeOH (2/1) et les soJvants sont 61imin6s sous vide. L'operatlon est repetee 5 fois pour obtenir un 
compose parfaitement sollde. Le cryptate obtenu est seche 24 heures sous le vide d'une pompe a palette. 
Fusion= 168-170°C 

Ce cryptate d'europium prilsente les mimes caracteristlques que le cryptate d'europium obtenu a l'exem­
ple pr6c6dent. Ces deux examples montrent done que l'on peut effectuer la complexation du cryptate de l'ion 

45 alcalln par un Ion de terre rare avant ou aprts la substitution. 

EXEMPLE 5 - Preparation du cryj:!tate d'euroj:!lum ou de terbium de ((22} bpy dl(amidoethylenamine}] 

Compose de fonnule I = 
50 

55 

est le macrocycle (22) ; Z = NH2 ; Y = -CHrCHr 
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A- Preparation du cryptate de sOdium de [(22) bpy dlester] 

Un melange de 0,114 g (4,37.10-4mole) du macrocycle (22) etde 0,460 g (4,34.10-Smole) de Na2C03 est 
chauffe 30 min. au reflux dans 130 ml de CH3CN. Une solution de 0,200 g (4,37.10-4 mole) du compose 1 dans 

5 220 ml de CH3CN est ensuite ajoutee, sous forte agitation, en 60 min. Le melange reactlonnel est encore aglte 
15 heures au reflux puis refroldi a temperature ambiante etfiltre. Le solvant estelimlne sous vide a l'evaporateur 
rotatif. Le solide obtenu est dlssous dans du CH2Cl2 et purifie parchromatographie sur colonne d'alumlne) avec 
un peu de silice a son sommet). Une impurete est d'abord eluee au CH2Cl2• Le macrobicycle forme est ensuite 
elue par CHzCl2'CHsOH (9812). Les solvants sont 61imines sous vide et 0, 135 g (61 %) du macrobicycle sont 

10 obtenus. 

B - Preparation du cryptate d'europlum ou de terbium du [(22) bpy diester] 

En procedant selon le mode operatoire d6crit a l'exemple 1 H, on a obtenu respectivement les cryptates 
15 d'europium et de terbium de [(22) bpy diester], lesquels presentent les caracteristiques spectroscopiques ci-

apres: 
- cryptate d'europium : UV/visible dans CH30H 
242 nm et 324 nm (maxima) 
- cryptate de terbium : UV/visible dans CH30H 

20 242 nm et 325 nm (maxima) 

C- Preparation du cryptate d'europium du [(22) bpy di(amidoethyleneamlne)] 

Le cryptate d'europium obtenu ci-dessus (0, 100 g, 1,43.10-4 mole) est ajoute par portion a 5ml d'ethylene 
25 diamine, dlstillee sur KOH, pr6alablement chauff6e a 90°C. Le melange reactionnel est encore agite 1 heure, 

puis refroldi a temperature ambiante. L'ethylene diamine en exces est elimln6e sous vide. Une huile est obte­
nue. Cette demiere est reprise dans 2 ml de CHCl3 qui est a son tour ellmine sous vlde. La purification est 
r6pet6e 3 fois et 93 mg (90 %) du cryptate d'europlum sont obtenus. Ce cryptate pr6sente les caracteristiques 
spectroscoplques ci-apres : 

\ ... ../ so UV/visible dans H20. 
240 et 315 nm (maxima) 

35 

40 

45 

De la mAme fa90n, on peut soumettre a aminolyse le cryptate de terbium obtenu au point B. 

EXEMPLE 6 - Preparation du cryptate de sodium de [(bpy dlcarbomethoxy)s) (Proc6d6 B) 

Formule Z. R' = R" = OCH3 ; 

est le macrocycle bis-bipyridlne 

A- Synthese du dicarbomethoxy-4,4' diazidomethyl-6,6' bipyridine 2,2' 

Un melange de dicarbomethoxy-4,4' dibromomethyl-6,6' bipyridlne-2,2' (0,50 g, 1, 10.10-S mole) et de NaNs 
(1,0 g, 15,4.10-S mole) est chauff6 a reflux pendant 36 heures dans 15 ml de THF. Le melange reactlonnel est 

50 refroidl a temperature ambiante flltre sur celite et concentre a sec. Le residu est dissous dans du CHCl3 et chro­
matographie sur colonne de sllice par elution avec du CHCl3• 

L'evaporation du solvant conduit a 0,40 g (95 %) du compos6 attendu qui presents les caracteristiques 
physico-chimiques ci-apres : 
F = 168-170°C 

56 1H-RMN (CDC13): 4,02 {S, 6H, COOCH3); 4,63 (S, 4H, CHrH3); 7,94 (d, J = 1,3 Hz, 2H); 8,96(d,J=1,3 
Hz, 2H); 
13C-RMN (CDCls): 52,7, 55,1; 120,0; 121,5; 139,7156,0, 156,8; 165,3; 
IR (KBr) : 1715 cm-1 (ester), 2090 cm-1 (azide) 
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X calcule : c 50,27 ; H 3,69 ; N 29,31 

X trouv~ C 50,37 ; H 3,51 ; N 27,69. 

B - Synthase du dicarborn6thoxy-4,4' diaminomethyl-6,6' bipyridine 2,2' (compose 5) 

10 Un m61ange du compose obtenu selon A (0, 126 g, 3,30.1 D-4 mole) et de 12,6 mg de 10 % de Pd/C dans 

15 

38 ml de CH2Cla/C~OH (211) est agit6 l temperab.lre amblante sous atmosphere d'hydrogene pendant 12 heu­
res. 

Le melange reactionnel est filtre sur c61ite et I' evaporation des solvants conduit IA 0, 100 g (92 %) du 
compose attendu qui est utfflse sans purification dans l'etape ci-apres. 

c -Synthase du cryptate de sodium du [bpy-dlcarbomethoxy]3 (compose !) 

Un melange de §.(R' = OCH3; X= Br) (0,280g, 6,11.10"'4mole) et de Na2C0a(0,65g, 6,13.1Q-3mole)est 
chauff6 l reflux dans 500 ml de CH3CN. Puls, 0, 100 g (3,03.1 Q-4 mole) de § sont ajoutes et le metange ~0-

20 tionnel est encore agite l reflux pendant48 heures. Le metange reactionnel est refroldi l temperab.lre ambiante 
et filtre. Le solvant est elimlne sous vide. Le resldu est repris dans CHCl3 et chromatographl6 sur colonne d'alu- · 
mine (avec un peu de sDlce au sornmet) en 61uant avec CHClafMeOH (9812). L'evaporation des solvants conduit 
l 0, 132 g (40 %) du macroblcycle I (RH = R' = OCH3). 
F.>250°C 

25 1H-RMN (CDCl3): 4,02 (S, 18H, COOCH3); 4,08 (S, 12H, CH2); 7,96(d,J=1,2 Hz, 6H); 8,49 (d, J = 1,2 Hz, 
6H); 

30 

13C-RMN (CDCla): 53,2; 59,2; 120,0; 123,8; 139,9; 155,6; 159,9; 164,8. 
C49~Na012, NaBr, 3H20 (1079,84) 

% calcule : C 53,39 ; H 4,48 ; N 10,38 
% trouve . . C 53,40 ; H 4,40 ; N 9,75 • 

Le cryptate obtenu cl-dessus peut Aire soumls a une amlnolyse avec de !'ethylene diamine selon le mode 
35 operatoire decrit dans les examples precedents. On obtient g6neralement un metange de cryptates mono-, di­

s hexa-substltu6s par le groupe CO-NH-CH2"CHrNH2; Ces compos6s peuvent Aire s6par6s par des moyens 
classiques. 

EXEMPLE 7 : Preparation du cryptate d'europium du [bls(bpy dicarboxybutoxy), bpY-diamidoethytene 
40 amine) 

Formula I = Y = -CHrCH2" ; Z = NH2 ; 

50 est le macrocycle bls-bipyridlne ; R' = t-Bu (tertiobutyle ou Bi) 

A- Preparation du cryptate de sodium du [bls(bpy dicarboxybutoxy), bpY dicarboxymethoxy] 

En operant selon le mode op6ratoire decrit l l'exemple 6 et en utilisant le compose § obtenu au point B 
55 de cet example et le compose §. (R' = COO(t-C4He) ; X = Br), on a obtenu le cryptate de sodium de formula I 

(R' = COO(t-C4H9) ; R" = COOCHs) qui pr6sente les caract6ristlques physlco-chimiques ci-apres : 
F.>220°C 
1H-RMN (CDCl3): 1,60 (S, 36H, COOBut); 3,99; 4,02; 4,06; (3S, 18H, CH2"bpy di COO Me+ CH2"bpy di 
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COO But, + -COOCHs) ; 7 ,81 (S, 4H, bpy di COO But); 7,95 (S, 2H, bpy di COO Me) ; 8,36 (S, 4H, bpy di COO 
But) ; 8,45 (S, 2H, bpy di COO Me) 
13C-RMN (CDCl3): 28,0; 53,1; 59,1; 83,4; 119,8; 119,9; 123,4; 123,7; 139,8; 141,7; 
CeoHseNs0121NaBr,3H20 (1248,18) 

X calcule : c 57,73 ; H 5,81 ; N 8,98 

X trouve : c 57,99 ; H 5,31 ; N 9,03. 

10 Ce cryptate de sodium a llt6 ensulte tranSfonne en le cryptate d'europium correspondent selon le mode 
op6ratoire decrit precedemment. 

Celui-ci a ete ensuite soumis ill amlnolyse avec de l'ethyllmediamlne. 
Selon une variante, on peut d'abord soumettre ill aminolyse le compos6 I ci-dessus puis transfonner le 

cryptate de sodium obtenu en le cryptate d'europium correspondant en sulvant les modes operatoires decrits 
15 precec:temment 

APPLICATION DES COMPOSES A TITRE DE MARQUEURS FLUORESCENTS 

Comme lndique precedemment, les composes de !'invention conviennent comme agents pour le marquage 
20 de substances biologlques qui est realise par couplage du compose de !'Invention par liaison covalente avec 

la substance biologlque '1 doser ou '1 detecter. Ce couplage peut Atre realis6 selon les procedes classlques 
de couplage utDises dens ce domaine, tels que par example les proc6des au SMCCISPDP ou au carbodiimide 
(voir l'ouvrage Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology- Practise and Theory on Enzym­
and lmmunoassays P. TIJSSEN, Elsevier 1 ed. 1985). 

25 Les cryptates selon !'invention convlennent comme marqueurs fluorescents dans tous les types de proc6-
des de detennination ou de detection de substances blologiques et notamment dans les methodes de dosage 
dites par competition ou par exces, en phase homogene ou en phase heterogene, bien connus de l'homme 
de l'art et decrits notamment par LANDON, Ann. Clin. Biochem. 1981, 18, p. 253 et SOINI Clln. Chem!. g§. 
353, 1979. Ifs peuvent 6tre egalement utllis6s dans le proc6dll homogene de detection etlou de detennination 

\_,i 30 par luminescence decrlt dans la demande intemationale WO 87/00927. 
Les substances biologiques '1 detecter ou '1 detenniner peuvent 6tre par example les anticorps, les anti­

genes, les toxines, les enzymes, les proteines, les honnones, les recepteurs d'honnones, les steroides, l'avi­
dine, la biotine, la streptavldine, les mlcroorganismes, les haptlmes, les acldes nucleiques, les fragments 
d'ADN et d'ARN, les lipldes, les glucldes, etc. Des examples de telles substances sont cites dans la description 

35 de la demande de brevet EP 17 908 incorporee dans la presente description '1 titre de rMllrence. 
L'utillsation des composes de !'Invention comme marqueurs fluorescents est illustree par les cinq essais 

ci-apn\s: 
Dans les essais A, D et E ci-apres, on a utilisll les reactifs SPDP, et sulfo-SMCC qui sont respectlvement : 

•N-succinlmidyl 3-(2- pyridylthlo) propionate" et "sulfosuccinimidyi 4-(N-maleimido methyl) cyclohexane-1-car-
40 boxylate0

• 

45 

ESSA! A : fonnatlon d'un conjugull anticorps-cryptate par SMCCISPDP 

1) Activation du cryptate d'europium obtenu selon l'exemple 3 

A 500 µI d'une solution de ce cryptate '11,5 mg/ml dans un tampon phosphate 20 mM pH 7, on ajoute 50 
µI de sulfo SMCC 13,1 mg/ml dans le mime tampon. 

On lncube ensulte pendant 30 min. i temperature ambiante et on agite au vortex pendant 5 min. On cen­
trifuge la solution pour eliminer le preclplt6. On purifie par passage sur une colonne echangeuse d'ions Phar-

50 macia Mono Q en fonnant un gradient entre : 
Tampon A: phosphate 20 mM pH 7 + 10 % DMF 
Tampon B : phosphate 20 mM pH 7 + 10 % DMF + 1 molaire NaCl 

Le cryptate est dlltecte par mesure de son absorption • 307 nm (s = 25000 M-1 cm-1 • 307 nm). 
- le cryptate activll sort dans le volume mort 

55 - l'exces de sulfo SMCC est 61u6 dans le gradient. 
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2) Activation de l'anticorps 

L'anticorps monoclonal E1 utlllse est l'anticorps anti-prolactine contenu dans les trousses pour les dosages 
immunoradiometriques de la pi'olactine fabriquees par la compagnle ORIS INDUSTRIE et connues sous la 

5 denomination •ELSA PROL •. 
A 1,2 ml d'une solution d'anticorps E1i14,8 mg/ml dans un tampon phosphate 50 mM, 150 mM NaCl pH 

7, 1, on ajoute 30 µI d'une solution de SPDP 30 mM dans !'ethanol absolu. 
On lncube 30 min 6 temperature ambiante en agltant 
La solution est passee sur une colonne de gel G25 phannacia equillbree avec le mAme tampon phosphate 

10 (a= 210 000 M-1 cm-1 ii 280 nm). 

15 

On recupln la fraction itluee dans le volume mort. 
On ajoute 60 µI d'une solution ii 400 mM de OTT (dithiothrititrol) dans le tampon phosphate. 
On lncube 15 min 6 temperature ambiante sous agitation et on recupere la fraction sortant dans le volume 

mort apres passage sur une colonne G25 equilibree dans le tampon phosphate. 

3) Couplage entre l'anticorps active et le cryptate active 

A 60 µI d'anticorps active 62,6 mg/ml dans un tampon phosphate, on ajoute 50 µI de cryptate i 200 µmole/I. 
On incube 12 heures ii temperature ambiante et on centrifuge. Le sumageant est dialyse contre un tampon 

20 phosphate 50mM pH 7,4. 

25 

ESSAI 8 : Formation d'un conjugue anticorps-cryptate par carbodiimide 

1) SuccinDation de l'antlcorps 

On ajoute en trois fois 83 µI d'une solution ii 50 mg/ml d'anhydride succlnique dans 1/3 DMSO 2/3 borate 
100 mM pH 9 i 440 µI d'anticorps E1 ii 9,4 mg/ml dans du borate 100 mM pH 9 plongee dans la glace fondante. 

Le pH est maintenu 6 9 par la soude. On laisse raagir 30 min a oac. 

\..._..;· 30 2) Purification 

35 

Elle est realisee par chromatographle haute pression sur colonne de gel filtration TSK 3000 SW, l'eluant 
atant un tampon phosphate 50 mM pH 7,4. Debit 1 ml/min. 

On recupere l'anticorps succinDe sur 3 ml. On concentre pour obtenir 370 µI. 

3) Couplage antlcorps succinlletcryptate 

Solution 1: on melange 25,5 mg de carbodllmide dans 1335 µI de tampon phosphate 50 mM pH 7,4 
Solution 2: 50 mg/ml de sulfo N-hydroxy succinimide dans le mAme tampon (14,7 mg dans 222,7 µI) 

40 Solution 3 : 0,96 mg/ml de cryptate salon l'exemple 3 dans le mAme tampon. 
On fait reaglr 1 heure ii temperature ambiante : 
- 175 µI de solution d'anticorps succinile 
- 480 µI solution 3 
- 72,5 µI solution 1 

45 - 1 O µI solution 2 
Apres dialyse exhaustive contre tampon phosphate 50 mM pH 7,4, le produit est concentre sur cOne Ami­

con. On obtient un conjugua ii 0,86 mg/ml. 
Le produit est congelll dans le tampon avec 1 mg/ml de serum albumine humalne (HSA). 

so RESULTATS: DOSAGE DE LA PROLACTINE 

On utilise les reactlfs de la trousse de dosage de prolactlne ELSA-PROL 
Dans chaque tube contenant la phase solide ELSA, on ajoute : 
- 100 µI de standard 

55 - 300 µI de conjugue E1 -cryptate obtenu selon les essais A ou Ben tampon phosphate 50 mM pH 7,4 et 
HSA 1 mg/ml. 
On incube 3 heures i 37ac. 
On lave la phase sollde avec 2 fols 3 ml d'H2'). 
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On ajoute 400 µI de tampon contenant 5 mMolaire en sodium dodecyl sulfate (SOS). 
On transfere 300 µI de cette solution pour la mesure de la fluorescence sur un appareil ARCUS LKB. 
Les r6sultats obtenus sont port6s sur la figure 1 annexee. Sur cette figure, on a port6 en ordonnees l'inten-

site de la fluorescence et en abSclsses, la quantlte de prolactine en µU/ml. 
5 Ces r6sultats montrent que les cryptates selon !'invention convlennent comme marqueurs fluorescents 

dans un dosage lmmunologique. 
Dans l'essal C ci-aprts, on illustre l'utilisatlon des cryptates salon !'invention dans le procllde homogene 

selon la demande intemationale WO 87/00927. 

10 ESSAI C : Dosage de la prolactine 

15 

20 

25 

30 

I - Dosage homogllne de la prolactlne 

A- Fixation d'iode sur l'anticorps 

On marque l'anticorps monoclonal anti-prolactine G2 avec le r6actif de Wood [dllcrit dans synthase Anal. 
Biochem. ~ 339-349 (1975)]. 

2,93 mg du r6actif de Wood sont dissous dans 40 µI de soude 0,5 N. 
On ajoute 400 µI de tampon carbonate 200 mM, pH 9,3. 
On ajoute a cette solution 200 µI d'anticorps G2 a 1 O mg/ml dans un tampon carbonate 100 mM, pH 9,3 

et on lncube pendant 17 heures ii 30°C. 
On purifie sur une colonne Pharmacia PD10 avec un tampon carbonate 100 mM, pH 9,3. 
Les fractions elulles dans le volume mort sont recueillies ; Le conjugue est caract6ris6 par un rapport de 

densite optique a 320 et 280 nm ~~ :~ ... 1,4 ii 1,5 

Sa concentration est estimlle en admettant que 90 % des anticorps sont recupllr6s. Le conjugue est ali­
quot& et conserve a -20°c. 

B - Dosage de la prolactlne (courbe A) 

On utilise des standards prolactine ii 0, 15, 30, 60 et 150 ng/ml. Le dosage s'effectue dans des barettes 
de 12 puits EFLAB. n° catalogue 96 02107. 

On ajoute successivement : 
- 100 µI de standard 

ss -100 µI d'anticorps ~Wood ii 5 µg/ml 
- 100 µI de conjugue E1 de l'essai A ii 0,375 ug/ml ; 
- on incube 15 minutes a temperature amblante, 
- on effectue la lecture sur l'apparell ARCUS, 
- on trace une courbe standard en portant la valeur /1 F en fonctlon de la valeur des standards (figure 2) 

40 avec AF = Fluorescencedu standard mesur6- Fluorescence du standard O 
Fluorescence du standard 0 

1- Dosage de la prolactine par radioimmunometrle (courbe B) 

45 On utilise la trousse ELSA-PRL (Compagnie ORIS). 
- dans le tube ELSA, on ajoute : 
- 300 µI de traceur radloactlf, 
- 100 µI de standard, 
- apres agitation, on lncube 3 heures ii 37°C, 

50 - les tubes sont laves 2 fois ii l'eau, 
- les tubes sont compt6s sur un compteur, 
- on ports la valeur BIT pour chaque standard (figure 2) avec 
B = radioactivite comptee sur le standard 
T = radioactlvite compt6e pour 300 µI du traceur radioactif. 

55 Les r6sultats obtenus (voir figure 2) montrent que les cryptates selon !'invention conviennent comma mar-
queurs dans le proc6d6 homoglme selon la demande intemationale WO 87/00927. D'autre part, on peut noter 
que gntce aux cryptates salon l'inventlon, ce proc6d6 homogene est particulillrement avantageux par rapport 
au proclldll de dosage utilisant un elllment radioactif, lequel necessite un temps d'incubatlon beaucoup plus 
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long, des etapes de lavage et la manipulation d'etements radioactifs. 

ESSAI D - Formation d'un conjugua ADN-cryptate par SMCC/SPDP 

5 1/ Fonctionnalisatlon de l'ADN en ADN-NH2 

Un nucleotide modlfia, le 5-amino(12)dUTP (prodult commercialise par CALBIOCHEM) est introduit dans 
un AON donne par nick translation selon le mode operatoire pr6conis6 par CALBIOCHEM. L'ADN amine est 
ensulte purifie par trois lavages successifs sur un flltre •eenlrlcon• (commercialise par AM ICON) avec du tam-

10 pon phosphate 10mM pH 7,4. 

21 Couplage de l'ADN-NH2 avec du SPDP 

55 µI d'une solution contenant 9 µg d'ADN-NH2 (mesure par UV) dans du tampon borate 0.1 M pH 9,0 sont 
15 ajoutes a 5 µI d'une solution de SPDP 20 MM. La reaction dure 4 heures a 45°C. Le SPDP n'ayant pas reagi 

est elimin6 par trois lavages sur "Centricon" avec un tampon phosphate 50 mM pH 7,0. 

3/ Daprotection de l'ADN-SPDP et couplage au cryptate 

20 90 µI d'une solution de 6 Ji9 (estima par denslte optique) d'ADN-SPDP dans du tampon phosphate 50 mM 
pH 7,0 sont traltas juste avant couplage par 10 µI d'une solution 10 mM de OTT dans le mime tampon. La 
deprotection dure 20 minutes a temperature ambiante. Le OTT inhlbiteur du couplage suivant est elimlne par 
trois lavages sur "Centricon" avec le tampon phosphate precedent La solution d'ADN-SH est concentrae 
sur''Centrlcon•jusqu'a un volume final de 90 µI. 

25 90 µI d'une solution d'ADN-SH sont mis en presence de 50 µI du cryptate d'europium de l'exemple 3 active 
au SMCC selon le point 1 de l'essai A (14 mM) dans du tampon phosphate 20 mM pH 7,0contenant10 % de 
DMF. Le couplage se falt a 300C pendant 1 heure. Le conjugue ADN-cryptate est purifle partrois precipitations 
successives a I' ethanol. Le taux de couplage est evalue par mesure de l'absorptlon a 260 nm et de la fluores­
cence a 620 nm. 4/ Une sonde AON alnsl couplae a un cryptate peut Atre utlllsee pour la detection et le dosage 

30 d'une sequence d'acide nuclelque complementalre selon une des strategies decrites dans la rewe de J. MAT­
THEWS et al. dans Analytical Biochemistry 169, 1-25(1988) lntitulee "Analytical strategies for the use of DNA 
probes". 

35 

ESSAI E - Formation d'un conjugue covalent streptavidine-cryptate 

1/ Couplage streptavldine - SPDP 

20 µI d'une solution 20 mM de SPDP dans un tampon carbonate 0,5 M pH 9,5 sont ajoutas a 180 µI d'une 
solution contenant 1 mg de streptavidine dans le mAme tampon. 

40 La reaction dure une heure a temperature ambiante. Le SPDP en exces est 81imine par quatre lavages 
successlfs sur •eentricon•avec du tampon phosphate 0, 1 M, pH 7 ,4. 

21 Deprotection de la streptvaldine-SPDP et couplage au cryptate 

45 A 360 µI d'une solution de streptavldine - SPDP (1111 mg) dans du phosphate 0, 1 M pH 7,4 on rajoute 40 
µI de OTT 100 mM dans le mAme tampon. 

La reaction dure 15 minutes a temperature ambiante sous agitation puis le melange r6actionnel est lave 
trols fois sur •eentricon" avec le tampon pr6c6dent. 

La streptavidlne-SH (111 1 mg) dans 625 µI de tampon phosphate 0, 1 M pH 7,4 est couplee a 43 Ji9 du cryp-
50 tate d'europium de l'exemple 3 active au SMCC salon le point 1 de l'essai A dans 175 µI de tampon phosphate 

20 mM pH 7 avec 10 % de DMF. Le couplage dure 2 h 30 a temp6rature ambiante. Le cryptate-SMCC n'ayant 
pas reagi est 61lmin6 par quatre lavages sur "Centricon• avec du tampon phosphate 0, 1 M pH 7,4. 

Le taux de couplage est e!!ltlme par mesure de I' absorption a 280 nm et de la fluorescence a 620 nm. 
Le conjugue obtenu est pulifle par gelflltratlon sur colonne TSKG3000 SW avec un tampon NaCl 1 M, TFA 

55 0, 1 %. La detection se fait par mesure de l'absorption a 280 nm et de la fluorescence a 620 nm. 
3/ un tel conjugue streptavidine-cryptate peut Aire utilis6 comme marqueur fluorescent de mol6cules blo­

tlnylees (acides nucleiques, oligonuclaotldes, anticorps, antigilnes, haptilnes ou autres substances biologi­
ques) reconnaissant elles-mAmes des blomolltcules pour lesquelles elles ont une grande affinite dans un 
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m61ange selon un proc6de de dosage ou de dlltection classique. 

Revendlcatlons 

1. Cryptates de terres rares, caractllrises en ce qu'ils sont constltues d'au moins un sel de terre rare 
complexe par un compose macropolycycllque repondant • l'une des formulas I ou II ci-apn)s : 

z-v-NH-OC CO-NH-Y•Z 

I 

11 

/®' 
N N 
"@/ 

dans lesquels : 
- le cycle de fonnule 

~ -N N-

'©/ 
est l'un des cycles suivants : 

;--v--'o~ 
1) -N N-

\_JO~ 
tV 

n=Oou1 
macrocycle [~.J ou cycle (22) 
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melange selon un procede de dosage ou de detection classique. 

Rev.endications 

1. Cryptates de terres rares, caracterises en ce qu'ils sont constltues d'au molns un sel de terre rare 
complex& par un compose macropolycycllque repondant " l'une des formulas I ou II ci-apres : 

Z-Y..;.Nff-OC CO-NH·Y-Z 

I 

II 

~ 
ff N 

"@/ 

dans lesquels : 
- le cycle de fonnule 

~ 
-N N-

'©/· 
est l'un des cycles sulvants : 

./\l'o~ 
1) -N N-\__JO'-f-A).! 

v 

n=Oou1 
macrocycle [N2041 ou cycle (22) 
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macrocycle [N20a] ou cycle (21) 

5 2) 

10 

15 

R' 

0 20 macrocycle bls-bipyridone 
- Yest un groupe ou un bras d'espacementqul est constitue parun radical organlque bivalent, choisl panni 

les groupes alkylene llneaires ou ramifies en C1 a\ ~ contenant eventuellement une ou plusieurs doubles 

liaisons et/ou etant eventuellement interrompus par un ou plusleurs h6teroatomes, tels que l'oxygene, 

l'azote, le soufre ou le phosphore, panni les groupes cycloalkylene en C6 a C8 ou pannl les groupes arylene 

25 en Ce a\ C14 lesdits groupes alkyleile cycloalkylene ou arylene etant llventuellement substitues par des 

groupes alkyle, aryle ou sulfonate; 
- Z est un groupe fonctionnel susceptible de se lier de fa90n covalente avec une substance biologique ; 

- Rest un groupe methyle ou represente le groupe -Y-Z; 
- R' est l'hydrogene ou un groupe -COOR" dens lequel R" est un groupe alkyle en C1 a\ C10 et repr6sente 

(_/ so de prMerence le groupe methyle, ethyle ou terUobutyle ou bien R' est un groupe-CO-NH-Y-Z. 

85 

2. Cryptates selon la revendlcation 1 repondant a\ la fonnule I, caract6rlses en ce que Y est -CHrCHr et 

Zest-NH2 
3. Cryptates selon l'une des revendications 1 ou 2, caract6rises en ce que 

est le macrocycle bis-bipyridine 
4. Cryptates selon la revendlcatlon 1, repondant a\ la formula II, caract6rlses en ce que Yest -CHr. z est 

CN et R est le groupe methyle. 
5. Cryptates selon la revendication 1, repondant a la fonnule II, caracterises en ce que Y est -CHrCHr. 

45 z est NH et Rest le groupe methyle. 

50 

55 

6. Procede pour l'obtentlon des cryptates de fonnule I selon la revendication 1, caracterlse en ce qu'il 

consiste a\ soumettre le compose de fonnule : 

23 
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COOR1 

dans laquelle R1 est un groupe alkylene en C1-C10, a une aminolyse par rllaction avec l'amine de formule NHa­
Y-Z dans laquelle Y et Z sont tels que definls dans la revendication 1, la rllaction etant effectuee sous abnos­
phere d'azote a la temperature ambiante, et a transformer le compose obtenu en un cryptate de terre rare par 
echange d'ions. 

7. Procede selon la revendlcation 6, pour l'obtention des composes de formule I dans laquelle 

A 
-N N-

'©I' 
est le macrocycle bis-bipyrldine, caract6rise en ce que le compose de formule ~est obtenu par reaction d'une 
molecule de 

5. 

dans laquelle Rn est tel que dMlni dans la revendlcatlon 1 avec deux molecules du compose de formule 

6 

50 dans laquelle R' est tel que detini dans la revendicatlon 1 et X est un Ion halogenure, la reaction etant reallsee 
dans un solvent organique anhydre a la temperature de reflux du solvent. 

S6 

8. Proc8d6 pour l'obtentlon des cryptates de formule II, selon la revendlcation 1, caracterise en ce qu'il 
consiste a faire reagir en solution dans un solvantorganlque anhydre et a la temperature de reflux dudit solvent, 
le compose halogens i 

24 



5 

10 

15 

20 

~=HouCH3 
avec le macrocycle 

EP 0 321 353 B1 
11111111111111111111111111 1111 ; 

* C L M S * 

9 

25 pour former le complexe macropolycyclique 1 O 

i...._,. 30 

35 

qui est ensuite trait& avec le compos6 halog6n6 de formula XYZ, dans laquelle Yet Z sont tels que d6finis dans 
la revendication 1 et X est un Ion halog6nure. 

45 9. A titre d'interm6diaires de synthae, les complexes macropolycycllques de formula 

50 

5S 

25 



5 

10 

15 

20 

25 

30 

40 

45 

50 

,.-.J 

, llllllrllillt 1111111111111111 
* C L M s * 

EP 0 321 353 B1 

R,DOC 
• 

COOR 1 

3 -
dans laquelle Ri et 

sont respectivement tels que d6finis dans les revendlcations 1 et 6. 
1 o. A titre d'interm6diaires de synthese, les compos6s de fonnule : 

dans laquelle 

est tel que d6fini dans la revendication 1 et R2 est H ou CH3• 

11. lnterm6dialres salon l'une des revendications 9 ou 10, caract6rls6s en ce qu'ils sont sous la forme de 
cryptants libres. 

12. lntermedialres salon l'une des revendications 9 ou 10, caract6ris6s en ce qu'lls sont sous la forme de 
cryptates d'ion alcalin ou de cryptate de terre rare. 

13. Application des cryptates selon l'une queloonque des revendications 1 i 5, i titre de marqueurs fluo­
rescents. 
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14. Application des cryptates selon l'une quelconque des revendications 1 a 5, a titre de marqueurs fluo­
rescents dans les proc6des de dlltection et/ou de dlltermination de substances biologiques et notamment dans 
les proclldes homogllnes par luminescence. 

Patentanspruche 

1. Kryptate Seltener Erden, dadurch gekennzeichnet, daf! sie geblldetslnd durch mindestens ein Salzeiner 
Seltenen Erde, das mittels elner makropolyzykllschen Verbindung elner der nachstehenden Formeln I oder II 

Z-Y-NH-OC CO-NH-Y-Z 

I 

II 

worin 
- der Ring der Formal 

~ -N N-

.~ 
einen der folgenden Ringe darstellt 

l) 
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R' 

- Y eine Raumgruppe oder elne Raumbriicke 1st, bestehend aus einem bivalenten organlschen Rest, aus-
26 gewihltaus linearen oderverzwelgten C1-~-Alkylengruppen, die gegebenenfalls eine odermehrere Dop­

pelbindungen enthalten und/oder gegebenenfalls durch ein oder mehrere Heteroatome, wie Sauerstoff, 
Stickstoff, Schwefel oder Phosphor, unterbrochen slnd, aus C&""Ca-Cycloalkylengruppen oder aus Ce-C14-

Arylengruppen, wobei die Alkylen-, Cycloalkylen- oder Arylengruppen gegebenenfalls durch Alkyl-, Aryl­
oder Sulfonatgruppen substltulert sind; 

\_../ 30 - Z elne funktionelle Gruppe ist, die slch auf kovalente Weise mit einer biologischen Substanz binden kann; 
- R Methyl ist oder die Gruppe -Y-Z darstellt; 
- R' Wasserstoff odereine Gruppe-COORn 1st, in welcher Rn eine CrC10-Alkylgruppe ist und vorzugsweise 
Methyl, Ethyl oder tart.Butyl darstellt, oder aber R' eine Gruppe -CO-NH-Y-Z ist, komplexiert ist. 
2. Kryptate nach Anspruch 1 der Formel I, dadurch gekennzelchnet, daB Y fur-CH2-CHr steht und Z NHr 

35 1st 
3. Kryptate nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB 

der Bis-bipyrldln-makroring Isl 
45 4. Kryptate nach Anspruch 1 der Formel II, dadurch gekennzelchnet, daB Y fllr -CHr steht, Z CN ist und 

R Methyl ist. 
5. Kryptate nach Anspruch 1 der Formel II, dadurch gekennzeichnet, daB Y fOr -CH2-CHr steht, Z NH2 ist 

und R Methyl ist. 
6. Verfahren zur Herstellung der Kryptate der Formel 1 nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 

50 es darln besteht, daB die Verbindung der Formel 

55 
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COOR1 

3 

worin R1 eine C1-C1c;Alkylengruppe darstellt, einer Aminolyse durch Reaktion mit dem Amin der Formel NHr 
Y-Z, worin Y und Z wle in Anspruch 1 definiert sind, unterzogen wird, wobel die Reaktion unter Stickstoffat­
mosphire bei Umgebungstemperatur ausgefilhrt wird, und daB die erhaltene Verbindung durch 
lonenaustausch in ein Kryptat einer Seltenen Erde QbergefQhrt wlrd. 

\._.;· 20 7. Verfahren nach Anspruch 6 zur Herstellung der Verbindungen der Formal 1, worin 

25 

30 

35 

45 

50 

A 
-N N-

"@/ 
der Bls-pyridinmakroring ist, dadurch gekennzeichnet, daB die Verbindung der Formal ~ erhalten wlrd durch 
Umsetzung eines MolekQls von 

R"OOC OOR" 

s 

worin R" wie in Anspruch 1 definiert ist, mit zwel Molekmen der Verbindung der Formal 

x x 

6 

worin R' wie in Anspruch 1 definiert ist und X ein Halogenidion darstellt, welche Reaktion in einem wasserfreien 
organischen Lasungsmittel bei der RQckfluBtemperatur des L0sungsmittels durchgefilhrt wird. 

55 8. Verfahren zur Herstellung der Kryptate der Formal II nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
es darin besteht, daB die Halogenverbindung ~ 
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9 

~=HoderCH3 
in LOsung in einem wasserfrelen organischen l.Osungsmittel und bel der RuckfluBtemperatur des l.Osungsmit­
tels mit dem Makrozyklus 

reagieren gelassen wlrd, un dem makropolyzycyklischen Komplex 10 

zu bilden, der danach mit der Halogenverbindung der Formel XYZ behandelt wird, worin Y und Z wie in 
Anspruch 1 definlert sind und X ein Halogenidion 1st. 

9. Als Synthesezwischenprodukte die makropolyzykllschen Komplexe der Formel 
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COOR1 

5 

10 

worin R1 und 

15 @ 

-Q-
v 20 

wie in den Ansprilchen 1 bzw. 6 definiert sind. 
10. Ats Synthesezwischenprodukte die Verbindungen der Formal 

25 

30 

35 ~ 
N N 

10 "@/ 

40 worin 

~'-N-
45 -'@/ 

wie in Anspruch 1 definlert 1st und ~ rur H oder CH3 steht. 
11. Zwischenprodukte nach einem der Ansprilche 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, daB sie in Form 

so von freien Kryptanden vorllegen. 
12. Zwischenprodukte nach einem der Ansprilche 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, daB sle in Form 

von Alkalikryptaten oder von Kryptaten Seltener Erden vorliegen. 
13. Verwendung der Kryptate nach einem der Ansprilche 1 bis 5 als fluoreszierende Tracer. 
14. Verwendung der Kryptate nach einem der Ansprilche 1 bis 5 als fluoreszierende Tracer in Verfahren 

ss zum Nachwels und/oder zur Bestimmung von biologischen Substanzen, insbesondere in homogenen Verfah­
ren mlttels Lumineszenz. 
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Claims 

1. Rare earth cryptates, characterized In that they consist of at least one rare earth salt complexed by a 
macropolycyclic compound having one of formulae I or II below: 

Z"-Y..:.NH-OC CO-NH-r-z 

~ 
II 

N N 

"<¥ 
in which: 

- the ring of the fonnula 

@ -H/ >H-
~ 

is one of the following rings: 

1) 
0o/~o/"\ 

-N N-\__JO'-{-Af! 
v. 

n=Oor1 
[N20.J macrocycle or (22) ring 
[N:P3] macrocycle or (23) ring 
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5 

2) 

10 

15 
R' R' 

bls-bipyridine macrocycle 
- Y Is a spacer group or ann consisting of a divalent organic radical selected from linear or branched C1 

20 to ~ alkylene groups, which may or may not contain one or more double bonds and/or may or may not 
be interrupted by one or more heteroatoms such as oxygen, nitrogen, sulfur or phosphorus, from C6 to Ca 
cycloalkylene groups orfrom C6 to C14 arylene groups, said alkylene, cycloalkylene or arylene groups being 
unsubstituted or substituted by alkyl, aryl or sulfonate groups; 
- Z is a functional group capable of bonding covalently with a biological substance; 

25 - Risa methyl group or represents the group -Y-Z; and 

30 

35 

46 

50 

55 

- R' is hydrogen or a group -COOR", In which R" Is a C1 to C10 alkyl group and preferably represents the 
methyl, ethyl or tert-butyl group, or R' Is a group -CO-NH-Y-Z. 
2. Cryptates according to claim 1 of fonnula I, characterized in that Y is -CHrCH2- and Z is -NHr. 
3. Cryptates according to one of claims 1 or 2, characterized in that 

is the bis-bipyrldine macrocycle. 
4. Cryptates according to claim 1 of fonnula II, characterized in that Y is -CHr. Z is CN and R is the methyl 

group. 
5. Cryptates according to claim 1 of formula II, characterized in that Y is -CHrCHr, Z is NH and R Is the 

methyl group. 
6. Method of obtaining the cryptates of fonnula I according to claim 1, characterized in that it consists in 

subjecting the compound of the formula: 

COOR1 
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in which R1 Is a C1-C10 alkylene group, to amlnolysis by reaction with the amine of the formula NHrY-Z, in which 
Y and Z are as defined in claim 1, the reaction being carried out under a nitrogen abnosphere at room tem­
perature, and in converting the resulting compound to a rare earth cryptate by ion exchange. 

7. Method according to claim 6, of obtaining the compounds of formula I in which 

Is the bls-bipyrldine macrocycle, characterized in that the compound of formula ! is obtained by reacting one 
molecule of 

R"OOC 

. 5. 

25 in which R" is as defined In claim 1, with two molecules of the compound of the formula 
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55 

in which R' is as defined In claim 1 and Xis a halide ion, the reaction being carried out in an anhydrous organic 
solvent at the reflux temperature of the solvent. 

8. Method of obtaining the cryptates of formula II, according to claim 1, characterized in that it consists in 
reacting the halogenated compound .@.: 

~=HorCHa 
with the macrocycle 
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in solution in an anhydrous organic solvent and at the reflux temperature of said solvent, to form the mac­
ropolycyclic complex 10: 

which is then treated with the halogenated compound of the formula -~z. in which Y and Z are as defined in 
claim 1 and X is a halide ion. 

\_..; 30 9. As synthesis intennedlates, the macropolycyclic complexes of the formula 

COOR1 

35 
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45 

in which R1 and 

55 are as defined in claims 1 and 6 respectively. 
10. As synthesis intermediates, the compounds of the formula 

35 



5 

10 

15 

\ ... ../ 20 

25 

EP 0 321 353 B1 
11111111111111 11111 11111 fl 1111 

* C L M S * 

~ 
N N 

"@/ 

.1Q 

in which 

~, 
-N N-

"cg/ 
is as defined in claim 1 and R2 is H or CH3• 

11. lntennediates according to one of claims 9 or 10, characterized In that they are in the fonn of free cryp­
tants. 

\.._.,; so 12. lntennediates according to one of claims 9 or 10, characterized in that they are in the form of alkali 
metal ion cryptates or rare earth cryptate. 

13. Application of the cryptates according to any one of claims 1 to 5 as fluorescent tracers. 
14. Application of the cryptates according to any one of claims 1 to 5 as fluorescent tracers In methods for 

the detection and/or detennlnation of biological substances, and especially In homogeneous luminescence 
35 methods. 
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